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Figura 13. Representación gráfica del análisis de coordenadas principales 
(primeras dos dimensiones) para variables morfológicas de 236 cepas de M. roreri. 
 
5.5. Análisis isoenzimático. 
 
5.5.1. Condiciones para la evaluación de la actividad enzimática 
 
Las condiciones establecidas para la producción de micelio fueron óptimas y 
permitieron obtener suficiente masa miceliar (2.5 gr/cepa en promedio) para el 
desarrollo de todos los ensayos.  
 
En la fase de extracción proteica, la consistencia del micelio favoreció la 
manipulación de las muestras durante la maceración lográndose soluciones 
homogéneas. 
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Se observo diferencias en el tiempo de detección de la actividad de las enzimas 
durante el proceso de revelado. En la enzima Malato deshidrogenasa se detectó 
actividad a los 30 minutos, en tanto que para las  peptidasas el tiempo de revelado 
fue de 3 a 5 horas. 
 
5.5.2. Sistemas enzimáticos y buffers de corrida. 
 
Las 30 enzimas presentaron actividad en varios de los buffers evaluados, 
sobresaliendo el buffer Tris-Citrato pH 7  el cual permitió detectar la actividad en 15 
enzimas del total evaluadas (Tabla 20).  
 
Tabla 20. Enzimas que presentaron actividad enzimática en los nueve buffers  
empleados. 
 
 BUFFERS ACTIVIDAD 
ENZIMATICA 
ABREVIATURA 
Tris Citrato pH 7.0 15 
ACOH, AK, Est (a-NA), FDH, 
GPI, GTDH, G-3-PDH, IDDH, 
LDH, MDH, ODH, PEP-A, 
PEP-B, PGM, SOD. 
Tris Citrato pH 8.0 7 
AK, Est (a-NA), FDH, GPI, 
MDH, PEP-A, PGM. 
Tris-Malato-EDTA 6 
Est (a-NA), FBA, GCDH, 
MDH, LDH, ODH. 
Borato (discontinuo) 7 
AK, Est (a-NA), GPI, MDH, 
ODH, PEP-A, PGM. 
Chipp 5 
Est (a-NA), GCDH, GTDH, 
MDH, PEP-A. 
Litio-Borato/Tris Citrato 11 
CK, Est (a-NA), GCDH, 
GTDH, IDDH, LDH, MDH, 
ODH, PEP-A, PEP-B, SOD. 
fosfato-Citrato Continuo 7 
AAT, Est (a-NA), LDH, MDH, 
PEP-B, PGDH, SOD. 
PGI fosfato 6 
Est (a-NA), LDH, MDH, 
GCDH, FBA, SOD. 
Poulik 4 
Est (a-NA), MDH, PEP-B, 
SOD. 
Tris-Citrato-EDTA 5 
Ak, Est (a-NA), MDH, GPI, Est 
(a-NA), PGM. 
 
Las pruebas preliminares demostraron que la edad del micelio no influya de forma 
significativa en la actividad de las enzimas evaluadas, los resultados mostraron que 
 el patrón electroforético de las mismas, no sufr
que el hongo envejeció. 
partir de micelio de 15 días de 
éste y de obtener suficiente 
Figura 14. Efecto de la edad del micelio (10, 15 y 20 días) de 
patrones electroforéticos de la enzima MDH en el buffer Tris
una cepa de San Jerónimo (003SJ) y dos de Dabeiba (039D y 047D). 
 
Las enzimas ADH, DDH, FBP, GTDHP, IDH, LGL, ME, PNP y XDH no presentaron 
ninguna actividad en M. roreri, 
Litio-Borato/Tris Citrato, 
monomórficas (Figura 15
Esterasa y PEP-B, resultado que 
La actividad de las enzimas MDH y Esterasa, fue mayor con el buffer Tris
EDTA pH 7.4 y la de PEP
 
La Figura 15 muestra las tres enzimas con su respecti
En PEP-B se detectaron dos locus, con una distancia electroforética diferente, 
donde el primer loci es monomórfico y con una movilidad electroforética
las 236 cepas, y el segundo loci fue polimórfico. 
ió cambios significativos a medida 
Por esta razón se llevaron a cabo todos l
edad, con el propósito de obtener mayor cantidad de
filtrado para el desarrollo de los procesos (Figura
 
M. roreri
-Citrato pH 7.5, 
luego de ser evaluadas bajo los sistemas de buffer 
Tris Citrato pH 7.0 y Poulik, el resto (18 
) y solamente tres presentaron polimórfismo: MDH, 
indica muy poca variación. 
 
-B en el buffer Borato Discontinuo pH 8.0/8.6. 
va nomenclatura enzimát
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 14). 
 sobre los 
para 
 
enzimas) fueron 
-Malato-
 
ica.  
 menor para 
 Las enzimas en las cuales se detectó
de dos veces con el fin de comprobar la reproducibilidad de los resultados y 
confirmar los datos obtenidos.
Figura 15. Actividad enzimática de los locus a) MDH, b) Esterasas y c) PEP
los recuadros se delimita el locus PEPB
respectivo fenotipo electroforético: banda lenta (B), banda rápida (A) y las dos 
bandas en la misma muestra (C). 
 actividad en M. roreri fueron evaluadas más 
 
    
-1 (E) y el locus PEPB
En d) se presentan los tres loci
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orden descendente: PGM, ODH y GPI, representando el mismo patrón obtenido 
con las otras 15 enzimas monomórficas evaluadas.  
 
5.5.3. Análisis de diversidad genética de las poblaciones de M. roreri en 
Antioquia 
 
El análisis estadístico de los datos de caracterización isoenzimática de los 
aislamientos de M. roreri de Antioquia, mediante el empleo del índice de Shannon y 
el porcentaje de loci polimórficos, reveló un nivel bajo de variabilidad genética de 
las poblaciones del hongo en esta zona cacaotera (Tabla 21). Al analizar de forma 
separada los resultados obtenidos para cada municipio, se observó que los 
aislamientos provenientes de Valdivia conformaron una población con la mayor 
diversidad genética según el índice de Shannon, Porcentaje de loci polimórficos, 
Número de alelos por locus y heterocigosidad promedio de individuos (I: 0.28%, 
%P: 75, A: 1.75 y H: 0.17) seguidos de aquellos aislamientos procedentes de 
Remedios (I: 0.27, %P: 50, A: 1.5 y H: 0.18).   
 
Las poblaciones con el más bajo índice fueron Nariño (0.03), Támesis (0.05) y San 
Jerónimo (0.05) con un 50% de loci polimórficos y el municipio de Tarazá, presentó 
el índice de diversidad más bajo correspondiente a 0.000. 
  
En general para todas las poblaciones, se pudo determinar el nivel de diversidad 
genética utilizando el índice de Shannon y Heterocigocidad promedio de individuos, 
indicando un bajo nivel de variabilidad genética de las poblaciones en el 
departamento (I =0.2, H=0.11). Al desglosar los resultados, se puede observar que 
los municipios de Valdivia y Remedios presentaron el mayor índice de diversidad 
genética, como se mencionó anteriormente. 
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Tabla 21. Resultados del Índice de Shannon y porcentaje de loci polimórficos de 
las doce poblaciones evaluadas. (los valores más representativos sobresalen en 
cursiva). 
 
Municipio Índice de Shannon % P* H* A* 
Apartado 0.13 25 0.09 1.25 
Dabeiba 0.08 25 0.04 1.25 
Remedios 0.27 50 0.18 1.5 
Segovia 0.1 50 0.05 1.5 
Maceo 0.1 50 0.05 1.5 
Puerto Berrío 0.15 25 0.1 1.25 
Nariño 0.03 25 0.012 1.25 
Támesis 0.05 25 0.02 1.25 
Tarazá 0 0 0 1 
San Jerónimo 0.05 25 0.02 1.25 
Valdivia 0.28 75 0.17 1.75 
Chigorodó 0.12 25 0.07 1.25 
Total 0.2 75 0.11 1.75 
     *%P: Porcentaje de loci polimórficos. 
             *H: Heterocigocidad promedio de individuos. 
       *A: Número de alelos por locus. 
 
La prueba de homogeneidad fue significativa para los tres locus (MDH-X2= 192.3, 
P<0.05; PEPB-X2= 183.56, P<0.05; αEST-X2= 45.85, P<0.05), por lo tanto se 
rechaza la hipótesis nula de homogeneidad entre las poblaciones, por ende, al 
menos una es diferente. El índice  de fijación (Fst = 0.47) sugiere que la población 
de M. roreri en Antioquia esta subdividida indicando un aislamiento entre las 
poblaciones.  
 
El coeficiente de endogamia (Fis: 0.73) confirmó que el tipo de reproducción que 
prevalece en el hongo es la asexual. Los resultados de la evaluación de la 
diversidad genética de M. roreri, mediante la determinación de la tasa de migración 
efectiva (Nm), indicaron que las poblaciones del hongo en Antioquia, presentan 
bajo flujo genético (0.27), lo que muestra una tasa de migración baja, confirmado 
con el Fst. 
 
La representación gráfica de la diversidad genética de M. roreri en un dendograma 
(Figura 16) obtenido mediante la aplicación del índice de distancia genética de Nei 
y el método de agrupamiento UPGMA muestra  la conformación de tres grupos: el 
 primero integrado por las poblaciones de Apartado, Dabeiba, Segovia, Maceo, 
Nariño, Támesis y San Jerónimo
Valdivia; y el tercero por las poblaciones de Puer
 
La conformación de los grupos no obedeció al origen geográfico ya que éstos están 
integrados por aislamientos pertenecientes a distintos 
existen diferencias grandes en distancia
ambientales, tal como lo indica el test de Mantel al relacionar las matrices de 
distancia genética y distancia geográf
existe correlación entre éstas
P<0.05). 
 
a. 
; el segundo por las poblaciones de Remedios y 
to Berrío, Tarazá y Chigorodó. 
municipios, entre los que 
s geográficas y en condiciones 
ica entre poblaciones, el cual muestra que no 
 (Coeficiente de correlación de Pearson r= 0.083 
74
 
 
 Figura 16. Dendograma 
en el departamento de 
agrupamiento UPGMA, indicando la formación de tres grupos genéticos. G1: 
Apartado, Dabeiba, Segovia, Maceo, San Jerónimo, Nariño, Támesis (color negro), 
G2: Remedios y Valdivia (color azul) y G3: Taraz
rojo). 
 
Por medio del análisis de la varianza molecular (AMOVA) se corroboran los datos 
obtenidos hasta el momento, determinando que la variación que se 
población Antioqueña de 
entre los individuos dentro de los municipios, con un porcentaje de variación de 
57%, ya que existen municipios muy homogéneos y otros un poco mas variables 
como Valdivia y Remedios
antioqueña del hongo (Tabla 
 
 
 
 
 
b. 
 
 
(a) y distribución (b) de los grupos genéticos de 
Antioquia, según el índice Nei por medio del método de 
á, Puerto Berrío, Chigorodó (color 
M. roreri se debe en su mayor proporción a diferencias 
 que están aportando diversidad genética a la pob
22). 
75
M. roreri 
encontró en la 
lación 
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Tabla 22. Análisis de Varianza Molecular (AMOVA) para aislamientos de M. roreri 
entre y dentro de los municipios de Antioquia, obtenido a partir de los resultados de 
la caracterización isoenzimática. 
 
5.6. Regiones ricas en A+T 
 
5.6.1. Extracción de ADN. 
 
El proceso de extracción según el método de Álvarez et al. (2004) permitió mejorar 
la calidad del ADN, según lo indicaron las lecturas realizadas con el 
espectrofotómetro (relación de 1.8), las cuales mostraron concentraciones que 
oscilaron alrededor de 0.1 a 4.9 µg/µl. 
 
5.6.2. Digestión con la enzima de restricción 
 
Se realizó un ensayo preliminar con cinco aislamientos (002A, 003A, 005A, 010A2, 
12A1) del hongo para determinar las condiciones optimas para la digestión del ADN 
con la enzima HaeIII para lo cual se evaluaron las siguientes concentraciones de 
ADN: 1.6, 2.3, 2.6, 3.0 y 4.4 µg/µl (Figura 17). 
Fuente de 
Variación 
Suma de 
cuadrados 
Componentes 
de varianza 
Porcentaje de 
variación 
P 
Entre grupos 11.157 0.043 31.21 P<0.001 
Entre 
poblaciones 
dentro de los 
grupos 
2.796 0.004 2.57 P<0.001 
Entre individuos 
dentro de las 
poblaciones 
38.238 0.08 57.04 P<0.001 
 Figura 17. Electroforesis de los patrones de digestión del ADN genómico total de 
aislamientos de M. roreri
concentraciones de ADN
003A (1,6 µg/µl), 2: 010A2 (2,3 µg/µl), 
12A1 (4,4 µg/µl). 
Los resultados de la evaluación preliminar con
digestión del ADN en todas 
encontró que los mejores perfiles de banda se obtuvieron a partir
concentración 2,6 µg/µl
concentración para realizar las diges
En solo 117 muestras se 
resolución para poder ser analizados 
restantes, no se lograron distinguir los perfiles de bandas debido a que 
alcanzó concentraciones por muestras del orden de 
 
Con el fin de obtener mejor
problema, se llevaron a cabo
aumentar la cantidad de 
de extracción, aumentar el tiempo de homogenización de las muestras en todos los 
pasos, centrifugar a 4ºC en la fase de
extracciones de cada muestra por duplicado
10kb 
  8kb 
  6kb 
5kb 
4kb 
3.5kb 
 
 
 con la enzima HaeIII evaluados
. Línea M: Marcador de peso molecular (1kb),
3: 002A (2,6 µg/µl), 4: 005A (3,0 µg/µl), 
 
 la enzima HaeIII
las concentraciones evaluadas. S
. Teniendo en cuenta estos resultados, se utilizó esta 
tiones de todas las 236 muestras del hongo. 
pudo obtener perfiles de bandas definidos y con buena 
(no se muestran los datos). 
0.058 a 1.5 µg/µl.
es concentraciones de ADN para las 120 cepas 
 modificaciones al proceso de extracción como 
la muestra, alargar el proceso de incubación con el buffer 
 precipitación con isopropanol 
; estas variaciones permitieron
77
 con diferentes 
 línea 1: 
5: 
 mostraron buena 
in embargo, se 
 de la 
En las 120 
el ADN solo 
 
y hacer 
 mejorar 
 la cantidad y calidad del ADN en un grado mínimo
el análisis solo con base en el ADN de las 117 cepas, 
resultados más consistentes
 
Los patrones de digestión
peso molecular y un barrido en la parte inferior del gel posiblemente 
correspondiente  a ADN nuclear como lo reporta 
obtuvieron 15 bandas con 
menores a 20Kb, de las cuales cuatro fueron polimórficas para la enzima 
tamaños aproximados de 
(Figura 18). 
Figura 18. Patrones de restricción obtenidos por medio de la enzima 
ADN genómico total de 
líneas 2, 3, 4, 5, 6, 8 y 9
62R2 y 65R, estas muestras
10 (56R), 11 (54R), 12 (50D1), 13 (24A2), 
flechas indican las bandas con su peso molecular
diferenciación de cepas. 
 
 
 
 
, razones que llevaron a realizar 
con las cuales se obtuvie
.  
 de las 117 cepas permitieron observar bandas de alto 
Afanador 
buena resolución de diferentes pe
10, 8.5, 6.2 y 4.8 kb, en los aislamientos
 
M. roreri. Línea 1: Marcador de peso molecular
 corresponde a las cepas 146T1, 81M2, (73),
 no se visualizaron claramente. En los carriles 7 (69
14 (45R) se observa un perfil claro.
 más relevantes en la 
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ron 
et al. (2003). Se 
sos moleculares 
HaeIII con 
 analizados 
 
HaeIII de 
 (1kb), las 
 67R1, 62R1, 
R), 
 Las 
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5.6.3. Análisis de similitud genética de los resultados del marcador Regiones 
ricas en A-T 
 
El dendograma (Figura 19), generado por medio del método de agrupamiento 
UPGMA empleando el coeficiente de DICE en el programa NTSYS-PC,  a partir del 
análisis por individuo o cepa mostró con un coeficiente de similitud de 0.95, la 
formación de 10 grupos genéticos. 
 
El bootstrap del Grupo I corresponde a 8.3%, Grupo II a 18.89%, Grupo III a 33.2%, 
Grupo IV 36.5%, Grupo V a 33.1%, Grupo VI a 40.3, Grupo VII a 7.8%, Grupo VIII a 
52.8%, Grupo IX a 20.9% y Grupo X a 54%.  A los otros no se les asignó 
porcentaje por poseer un solo individuo. Los bajos resultados del bootstrap se 
deben al uso de una sola enzima de restricción y al poco polimorfismo encontrado.   
 
Los grupos según su distancia genética se encuentran descritos en la Tabla 23. 
 
Tabla 23. Agrupación de los aislamientos de M. roreri por medio del marcador 
molecular regiones ricas en A+T. 
 
Grupo boostrap 
Aislamiento 
(Códigos) 
municipio 
I 8.3% 
004A, 014A, 
027A2, 020A. 
Apartadó 
  
028D, 032D, 
034D2, 038D, 
045D, 046D, 
050D1.  
Dabeiba 
  160Ta. Tarazá 
II 18.8% 
005A, 008A, 
010A2, 011A, 
012A1, 017A, 
018A1, 018A2, 
019A, 021A2, 
023A2, 024A2. 
Apartadó 
  042D Dabeiba 
  210C, 213C. Chigorodó 
III 33.2% 027A1. Apartadó 
  
029D, 041D, 
051D. 
Dabeiba 
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Grupo boostrap 
Aislamiento 
(Códigos) 
municipio 
III  
154TA, 163TA, 
169TA. 
Tarazá 
  
061R, 062R1, 
062R2. 
Remedios 
  071SE. Segovia 
IV 36.5% 153T. Támesis 
  219C. Chigorodó 
V 33.1% 
015A, 023A1, 
026A. 
Apartadó 
VI 40.3% 021A1, 024A1. Apartadó 
  065R. Remedios 
VII 7.8% 037D. Dabeiba 
  002SJ, 003SJ. San Jerónimo 
  147T, 149T. Támesis 
  195V. Valdivia 
  085M, 089M1. Maceo 
  
053R, 054R, 
056R, 052R. 
Remedios 
VIII 52.8% 207V. Valdivia 
  217C. Chigorodó 
IX 20.9% 039D. Dabeiba 
  171TA, 172TA. Tarazá 
  146T2, 152T2. Támesis 
  
123N, 124N, 
128N, 134N, 
137N, 141N, 
143N, 144N,   
Nariño 
  
098P, 100P, 
101P, 105P, 
106P, 107P, 
115P, 117P, 
118P.  
Puerto Berrío 
  
077M, 078M, 
079M2, 081M2, 
081M1, 083M, 
090M, 092M, 
094M, 096M2.  
Maceo 
  
068SE, 069SE, 
073SE. 
Segovia 
  
175SJ, 183SJ, 
185SJ.  
San Jerónimo 
  212C. Chigorodó 
  
188V, 197V, 
203V, 206V, 
209V.  
Valdivia. 
  
Co28, Co2, Co8, 
Co11. 
Cepas referencia 
X 54% 082M. Maceo 
  198V, 200V. Valdivia 
  129N1. Nariño 
  111P, 112P. Puerto Berrío 
TTabla 23. Continuación 
  
 
Figura 19. Dendograma obtenido 
método de agrupamiento UPGMA, de 1
en el departamento de Antioquia, indicando los 6 grupos obtenidos (G1, G2, G3, 
G4. G5. G6.G7, G8, G9 y G10).
 
mediante regiones ricas en A+T, 
17 aislamientos de M. roreri
 
81
 
por medio del 
 muestreados 
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Las cepas de referencia se reunieron en un mismo grupo, el marcador no permitió 
discriminar entre estas mostrando su homogeneidad al pertenecer al grupo con 
mayor número de aislamientos. 
 
Los grupos formados presentaron valores de p bajos, el municipio con los 
individuos que presentaron mayor distancia genética es Tarazá (0.78-1.0) y las 
distancias con el resto de zonas varía entre 0.81-1.0 (Tabla 24). 
 
Tabla 24. Distancias genéticas entre los individuos de cada municipio 
determinados por el marcador regiones ricas en A+T. 
 
Municipio 
Distancias 
genéticas 
Apartadó 0.83-1.0 
Dabeiba 0.79-1.0 
Remedios 0.86-1.0 
Segovia 0.83-1.0 
Maceo 0.91-1.0 
Puerto Berrío 0.96-1.0 
Nariño 0.96-1.0 
Támesis 0.86-1.0 
Tarazá 0.78-1.0 
San Jerónimo 0.91-1.0 
Valdivia 0.86-1.0 
Chigorodó 0.81-1.0 
  
Tabla 25. Resultados del Índice de Shannon determinado para las poblaciones de 
M. roreri por medio del marcador regiones ricas en A+T. 
 
Municipio Índice de Shannon 
Apartadó 0.18 
Dabeiba 0.21 
Remedios 0.13 
Segovia 0.15 
Maceo 0.06 
Puerto Berrío 0.02 
Nariño 0.014 
Támesis 0.11 
Tarazá 0.21 
San Jerónimo 0.06 
Valdivia 0.12 
Chigorodó 0.2 
Total 0.2 
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Al determinar el índice de Shannon (0.2) se observó como la diversidad genética se 
distribuye en el departamento disminuyendo desde la zona noroccidente hacia la 
zona suroriente; indicando a Tarazá, Apartado, Dabeiba y Chigorodó como los 
municipios con mayores índices de diversidad y con los índices más bajos a 
Segovia, Remedios, Valdivia, Támesis, Maceo, San Jerónimo, Puerto Berrío y 
Nariño. 
 
La variación genética entre aislamientos de M. roreri según el análisis de varianza 
molecular (AMOVA) para el marcador regiones ricas en A + T se debió en su mayor 
proporción a diferencias dentro de los municipios, con un porcentaje de variación 
del 80% (Tabla 26). 
 
Tabla 26. Análisis de Varianza Molecular (AMOVA) para aislamientos de  M. roreri 
entre y dentro de los municipios de Antioquia mediante el empleo del marcador 
molecular regiones de ADN ricas en A-T. 
 
Con el fin de observar la estructuración de la población se realizó una AMOVA 
compendio de los datos obtenidos con el marcador isoenzimas y regiones ricas en 
A+T. los resultados indicaron una diferenciación entre la zona norte y la zona sur 
del departamento. 
 
 
 
 
Fuente de 
Variación 
Suma de 
cuadrados 
Componentes 
de varianza 
Porcentaje de 
variación 
P 
Entre grupos 1.164 -0.02695 -6.54 P<0.001 
Entre 
poblaciones 
dentro de los 
grupos 
11.790 
0.10800 
 
26.21 P<0.001 
Dentro de las 
poblaciones 
33.435 0.33104 80.33 P<0.001 
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5.7. Análisis compendio de los tres marcadores evaluados 
 
El análisis de la unión de la matriz de isoenzimas y de regiones ricas en A+T por 
medio de la AMOVA, indicaron un Φst: 0,402 con un P valor: 0,010, demostrando 
que al menos una población es estadísticamente diferente. El análisis pareado 
(Tabla 27) de los diferentes municipios, son concordantes con la representación 
gráfica de las distancias genéticas de las poblaciones de M. roreri en un 
dendograma (Figura 20) obtenido mediante la aplicación del índice de distancia 
genética de Nei y el método de agrupamiento UPGMA, el cual muestra  la 
conformación de dos grupos: el primero integrado por las poblaciones de Apartado, 
Dabeiba, y Chigorodó, el segundo por las poblaciones de Remedios, Valdivia, 
Puerto Berrío, Segovia, Maceo, Nariño, Támesis y San Jerónimo; y Tarazá como 
un municipio independiente.  
 
Tabla 27. Valores Φst obtenidos al realizar comparaciones entre poblaciones de 
Apartado (1), Dabeiba (2), Remedios (3), Segovia (4), Maceo (5), Puerto Berrío (6), 
Nariño (7), Támesis (8), Taraza (9), San Jerónimo (10), Valdivia (11) y Chigorodó 
(12). 
 
     Φst        
Poblaciones 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
1 0,000            
2 0,136 0,000           
3 0,357 0,122 0,000          
4 0,473 0,218 0,059 0,000         
5 0,643 0,495 0,504 0,124 0,000        
6 0,545 0,490 0,493 0,351 0,520 0,000       
7 0,607 0,463 0,460 0,076 0,000 0,360 0,000      
8 0,508 0,280 0,265 0,000 0,051 0,466 0,118 0,000     
9 0,174 0,118 0,184 0,239 0,622 0,372 0,532 0,406 0,000    
10 0,502 0,290 0,213 0,000 0,100 0,427 0,121 0,000 0,370 0,000   
11 0,544 0,392 0,189 0,000 0,246 0,362 0,198 0,140 0,412 0,047 0,000  
12 0,021 0,184 0,322 0,387 0,726 0,477 0,643 0,523 0,000 0,462 0,487 0,000 
 
 Figura 20. Dendograma (a) y distribución (b) de los grupos genéticos de 
en el departamento de Antioquia, según el índice Nei por medio del método de 
agrupamiento UPGMA, indicando la formación de dos grupos genéticos. G1: 
Apartado, Dabeiba y  Chigorodó (color negro), G2: Segovia, Maceo, San Jerónimo, 
Nariño, Támesis, Remedios,
Morado).  
 
a. 
b. 
 
 Valdivia y Puerto Berrío (color rojo) y 
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M. roreri 
*: Tarazá (color 
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6. DISCUSIÓN 
 
6.1. Almacenamiento de muestras 
 
Se conformó un cepario de 236 aislamientos bajo dos sistemas de almacenamiento 
para garantizar la viabilidad del hongo, los cuales fueron: cuadros de papel filtro 
disecados y bloques de agar extracto de malta en agua ultrapura, este último 
método fue el más efectivo, resultado que se corrobora con lo descrito por García y 
Uruburu (2000), quienes han encontrado que el método posee altos porcentajes de 
viabilidad en periodos a veces superiores a 5 años y con buena estabilidad para 
caracteres morfológicos y fisiológicos. 
 
6.2. Evaluación de condiciones óptimas de crecimiento y esporulación 
 
Los resultados de la evaluación de cuatro medios de cultivo para el crecimiento y 
esporulación de aislamientos de M. roreri de Antioquia, indicaron al agar extracto 
de malta más V8 como el medio más adecuado para la caracterización morfológica, 
resultados concordantes con lo reportado por Herrera et al., (1989); Achicanoy y 
Buriticá (1980) y Ram (1987, 1989). Consecuencia de estos estudios, se concluyó 
que los medios agar extracto de malta y V8 agar son los más apropiados para el 
crecimiento y esporulación de M. roreri. Igualmente, se reportan como principales 
fuente de N y C aprovechables por el hongo, a la asparagina y la maltosa, 
respectivamente. 
 
Aunque estos resultados concuerdan con los obtenidos en el presente estudio, 
cuando estos dos medios fueron evaluados separadamente, solo el AEM ofreció 
ventajas considerables para el crecimiento y esporulación de M. roreri, mientras 
que el V8 fue el medio menos favorable para el desarrollo del hongo, resultados 
contrarios a los obtenidos por Phillips (2003) quien reporta al agar V8 modificado 
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como el medio más adecuado para el crecimiento y esporulación de aislamientos 
de M. roreri procedentes de diferentes zonas cacaoteras de Sur y Centro América.  
 
Bajo las condiciones del presente estudio, la combinación del agar extracto de 
malta más el jugo V8, permitió aumentar en forma considerable la esporulación del 
hongo y mantuvo el crecimiento de éste a niveles aceptables. Esto lleva a 
corroborar a la maltosa como la fuente de carbono más importante para el hongo, 
mientras que el jugo V8 constituyó una fuente importante de vitaminas que 
estimulan la fase reproductiva de éste.  
 
Aunque el PDA más cáscara de cacao, no posee las mejores condiciones 
nutricionales para el crecimiento y esporulación del hongo, es un medio que ofrece 
ciertas ventajas por su costo, aspecto que lo hace más favorable como sustrato 
para el mantenimiento del hongo a corto plazo, especialmente en la reactivación de 
éste a partir de papel filtro colonizado con micelio y esporas o de bloques de agar 
con micelio. 
 
6.3 Evaluación de variabilidad de M. roreri mediante características 
morfológicas 
 
Los resultados de la caracterización morfológica de los 236 aislamientos de M. 
roreri de Antioquia, indicaron cierta homogeneidad en las características 
cuantitativas tales como diámetro de las esporas globosas, día de esporulación y 
crecimiento radial. 
 
La variable crecimiento radial de la colonia indicó que los aislamientos antioqueños 
de M. roreri tienden a presentar dos grupos extremos, un grupo de crecimiento 
rápido con un rango de 3.32 a 3.76 cm de radio y otro de crecimiento lento con un 
rango de 2.21 a 2.43 cm de radio, ubicándose el resto con una tasa de crecimiento 
intermedia.  Phillips (2003) en su trabajo, encontró que los aislamientos de Sur 
América presentan un crecimiento radial mucho mayor que aquellos de Centro 
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América, observando además, una reducción significativa en el crecimiento de 
estos últimos, a medida que la zona de origen del aislamiento, se aleja de Panamá 
en sentido norte. Entre los aislamientos suramericanos, aquellos provenientes de 
Colombia presentaron la mayor tasa de crecimiento, con un rango en el radio de la 
colonia de 1.75 a 3.1 cm, ubicándose entre ellos aislamientos de Antioquia, Caldas 
y Huila, pertenecientes a los grupos genéticos definidos como Co-Central y Co-
West.  De acuerdo a estos resultados, los aislamientos antioqueños estarían dentro 
del patrón general de crecimiento de los aislamientos suramericanos, con una tasa 
de crecimiento ligeramente mayor. 
 
Los sustratos utilizados en la evaluación de esta variable son muy diferentes en 
cada investigación lo que dificulta su correlación. Sin embargo, en estos estudios 
se observa el amplio rango de crecimiento en el cual se da el desarrollo de las 
colonias in vitro. También se encontraron concordancias como lo describe Ram 
(1989), quien identificó aislamientos del bajo Cauca (Colombia) con un crecimiento 
lento, resultados similares a los obtenidos en el presente estudio, en el que se 
observó que los aislamientos de Tarazá (único municipio del bajo Cauca) forman 
parte del grupo con la menor tasa de crecimiento. 
 
La mayoría de los aislamientos de M. roreri inician esporulación en el día 7, 
algunos lo hacen a los 8 y otros a los 9 días.  Estos resultados caen dentro del 
rango de 5 a 14 días reportado por Phillips (2003), para aislamientos de Centro y 
Sur América.  Para aislamientos provenientes de Colombia, Phillips encontró que la 
esporulación apareció generalmente en el día 7. Resultados similares fueron 
reportados por Campuzano (1976), quien indica que bajo condiciones naturales, el 
hongo aumenta rápidamente la densidad de esporulación en mazorcas enfermas 
después de  los primeros nueve días de desarrollo de la colonia, presentándose un 
pico en la producción de esporas después de los 15 a 16 días.  Contrario a estos 
resultados, Ram (1989) en un estudio realizado con aislamientos de Colombia, 
Venezuela y Costa Rica, reporta que la esporulación aparece a los dos días 
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después del inicio de las colonias para aislamientos de Costa Rica, mientras que 
en los de Colombia y Venezuela, ésta parece entre el día segundo y cuarto. 
 
La producción de esporas generada por el hongo oscilo entre 3.63x106 a 7.09x106 
esporas/caja, sin embargo, nuestro registros fueron bajos con relación a otros 
estudios como lo indica Ram (1989) al observar en Costa Rica aislamientos con 
una producción de 21x106 a 35x106 conidia/cm2 y en Venezuela con 13x106 
conidia/cm2. En trabajos realizados por Phillips (2003) se reporta una alta 
producción entre 3.6x106 a 564.4x106 esporas/plato, lo cual podría atribuirse a 
algunos nutrientes del medio utilizado. Por otro lado Campuzano (1976) bajo 
condiciones naturales registra una producción de 4.4x107 y 7.7x109 esporas por 
fruto. Datos que demuestran la alta producción de esporas que presenta este 
hongo como fuente de inoculo en campo. 
 
En este estudio se encontró que los aislamientos de Puerto Berrío fueron los que 
presentaron menor producción de esporas, lo cual puede obedecer a que la 
temperatura ideal de esta zona es de 27ºC y una humedad relativa cercana a los 
90%, condiciones naturales de su lugar de origen, en tanto que en el laboratorio las 
condiciones de temperatura y humedad para los aislamientos, fueron menores. 
Estos resultados concuerdan con lo expresado por  Phillips (2003), quien indica 
que al disminuir la temperatura, el crecimiento del hongo se desarrolla de forma 
lenta y que la esporulación de éste es baja. Resultados similares fueron reportados 
por Galindo y Enríquez (1985) y Herrera (1989) quienes reportaron al evaluar la 
variable producción de esporas en aislamientos de Costa Rica una reducción en la 
producción al someterlos a periodos de incubación de  26ºC. 
 
La mayoría de los aislamientos presentaron esporas globosas, aunque éstas se 
encontraron en combinación con esporas de tipo elipsoide. Estos resultados 
concuerdan con lo reportado por  Ciferri y Parodi (1933); Evans et. al. (1978); 
Castaño (1952); Campuzano (1981) y Phillips (2003), cuyas investigaciones 
llevaron a determinar que en el hongo predominan las esporas de tipo globoso, 
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presentándose en menor proporción esporas ovoides o elipsoides. A diferencia de 
estos resultados, Chacín (1975) reporta para aislamientos de M. roreri de 
Venezuela, esporas generalmente de tipo ovoide o elipsoide y excepcionalmente 
globosas.   Diferencias que pueden deberse a las condiciones diferentes de 
crecimiento, ya que en este último caso, el medio utilizado fue PDA. Ram (1989), 
en un estudio realizado con aislamientos de Colombia, Venezuela, Costa Rica y 
Ecuador,  encontró que los aislamientos de Costa Rica y Colombia (Urabá) 
presentaban esporas generalmente ovales, mientras que los de Venezuela y 
Ecuador eran de tipo esférico. 
 
Aunque la mayoría de las investigaciones hechas en el pasado, coinciden en 
reportar la presencia de esporas globosas en M. roreri, estos resultados no son 
comparables en su totalidad, dado que los medios de cultivo y condiciones de 
incubación utilizados no fueron las mismas para todos los casos. Condiciones de 
medio ambiente (especialmente luz y temperatura), así como nutricionales, pueden 
incidir en el desarrollo de las esporas, esto hace necesario la realización de 
estudios de caracterización más amplia del hongo, en los cuales se incluyan 
aislamientos representativos de las principales zonas cacaoteras de Colombia y el 
mundo, y en los que se consideren condiciones de evaluación estándar de tal 
manera que los resultados permitan llegar a una conclusión general sobre aspectos 
morfofisiológicos en M. roreri. 
 
El tamaño de las esporas para la mayoría de los aislamientos evaluados fue  menor 
al reportado por Phillips (2003), para aislamientos de M. roreri provenientes de 
Colombia.  Mientras los aislamientos antioqueños presentaron esporas globosas 
con un diámetro que osciló entre 7.43 a 9.44 µm, los aislamientos colombianos 
analizados por Phillips presentaron valores más altos en un rango de 8.4 a 10.3 
µm.  Igual situación se presentó en el caso de las esporas elipsoides, las cuales en 
el caso del presente estudio presentaron un rango en ancho de 5.4 a 7.6 µm y en 
largo de 8.5 a 14.1 µm, mientras que Phillips reporta valores de 7.9 a 10.2 µm en 
ancho y de 10.2 a 14.2 µm en largo. El tamaño de las esporas globosas y 
 91
elipsoides obtenido en el presente trabajo coinciden en un mayor grado con lo 
reportado por Ciferri y Parodi (1933), quienes encontraron una mayor frecuencia de 
esporas globosas con diámetros que oscilaron entre 7.5 a 10 µm y menor 
proporción de elipsoides con tamaños de 8 -10 µm de ancho por 9 – 14 µm de 
largo. 
 
Los valores encontrados en el diámetro de las esporas globosas y elipsoides, 
dependen del día en el que se realiza la medición de esporas. Evans et al. (1978) 
reportan que la variación en la forma de la espora puede estar influenciada por el 
nivel de madurez en el que se encuentra la colonia. 
 
Similar a lo descrito por Phillips (2003), se encontró una correlación negativa entre 
la precipitación anual de la zona origen de los aislamientos y el tamaño de la 
espora de éstos, hecho que indica que muy probablemente M. roreri ha sufrido 
adaptaciones en el tamaño de la espora para sobrevivir en ambientes con 
regímenes de precipitación diferente. Por consiguiente, un tamaño de espora 
grande en el hongo está aparentemente asociado a una adaptación para la 
sobrevivencia de éste a periodos climáticos secos y aislamientos con esporas 
pequeñas para la adaptación a un  ambiente húmedo. 
 
Otras variables cualitativas como la formación de anillos en la colonia, la cual 
también es descrita por Jennings y Lysek (1999), es una característica asociada a 
un mejor éxito de reproducción de la colonia que permite al mismo tiempo la 
extensión micelial para la adquisición de nuevos sustratos y nutrientes. 
 
A pesar de observarse una tendencia general en los aislamientos a presentar 
ciertas características morfológicas, es importante destacar una alta variabilidad de 
las mismas entre aislamientos, lo que no permitió establecer grupos definidos 
dentro de la población antioqueña de M. roreri. El hongo presentó alta variabilidad 
entre aislamientos de un mismo municipio y aún entre repeticiones de un mismo 
aislamiento. 
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El análisis de componentes principales no logró establecer agrupaciones 
claramente definidas por variables entre aislamientos, Sin embargo, se encontró un 
pequeño grupo de individuos como: 184SJ, 179SJ, 175SJ, 187SJ1, 180SJ, 1SJ, 
250SJ, 187SJ2 y 182SJ1, 252V, 201V2 y 207V, 064R y 062R1, 269SE2, 240T, 
243T, 104P1 que se caracterizaron por presentar en su mayoría esporas de tipo 
globoso, esporulación al quinto y séptimo día, una producción de esporas mayor de 
5 x 106 esporas/caja, los cuales son rasgos que aparentemente favorecen al hongo 
en condiciones periódicas desfavorables, como lo describe Phillips (2003).  
 
El análisis de coordenadas principales para las características morfológicas del 
hongo tampoco permitió identificar claramente grupos por cepa, lugar de origen o 
por alguna característica morfológica en particular, sin embargo, llama la atención, 
que por medio del análisis molecular se logró establecer grupos, dato que podría 
ser un indicador de fuertes interacciones genético ambientales para este 
organismo.  
 
De forma general, estos resultados concuerdan con lo reportado por Phillips (2003), 
quien encontró una disparidad significativa para 11 variables morfológicas 
evaluadas en 88 aislamientos de M. roreri provenientes de Centro y Sur América y 
reveló por medio de una prueba de Mantel que existe una afinidad muy pobre entre 
la variabilidad morfo-fisiológica y las distancias geográficas determinadas entre los 
sitios de origen de los aislamientos. 
 
6.4. Análisis isoenzimático. 
 
La Caracterización isoenzimática permitió visualizar dos bandas (alelos) en un 
mismo individuo en dos de los locus polimórficos (PEP-B y Esterasas) evaluados, 
indicando la presencia de individuos heterocigóticos, mostrando posiblemente un 
estado sexual aún desconocido para este patógeno en Colombia. No obstante, 
Evans et al. (2003) encontraron patrones de división nuclear en las conidias de M. 
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roreri que puede ser indicativo de meiosis, sin embargo, la baja variabilidad 
genética encontrada puede indicar que el estado sexual se presenta en pocas 
ocasiones y bajo condiciones particulares, por lo tanto se sugiere confirmar estos 
resultados con técnicas más específicas. 
 
Los resultados de variabilidad genética revelaron la baja diversidad de las 
poblaciones del hongo en Antioquia, resultados que concuerdan con los obtenidos 
por Grisales (2007) quien encontró bajos niveles de diversidad y una moderada 
diferenciación genética en éste departamento, a excepción de los municipios de 
Valdivia y Remedios, los cuales representan los índices de mayor diversidad 
genética con respecto al resto de las poblaciones. Estos resultados concuerdan 
con la situación actual de las plantaciones de cacao en estos municipio, en los 
cuales predominan árboles de cacao criollos y en cuyos cultivos los agricultores 
han optado por el abandono de los mismos, los demás productores no han 
adoptado mejores prácticas agronómicas de control de la enfermedad, ni el uso de 
clones genéticamente tolerantes, medida que se viene implementando como un 
método de control para las enfermedades más importantes del cacao y para el 
mejoramiento de la producción. 
 
Adicional a lo anterior, se debe tener en cuenta lo descrito por Phillips (2003), quien 
propone que el centro de origen de M. roreri, se encuentra en el área del 
Magdalena medio Colombiano, asociado con la presencia en esta zona de 
poblaciones de tipo silvestre de los hospederos Theobroma y Herrania, teoría que 
soporta más el hallazgo de una mayor diversidad de las poblaciones del hongo en 
estos municipios, zonas en las cuales las plantaciones son más antiguas y se 
ubican en áreas más cercanas al posible centro de origen del patógeno. 
 
Contrario a esto, la población que presentó el índice de diversidad genética más 
bajo fue Tarazá, municipio donde actualmente se está implementando el uso de 
cultivos clonales para reemplazar el cacao híbrido o criollo tradicional de la región, 
situación que posiblemente haya llevado al hongo a sufrir un efecto cuello de 
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botella limitando su heterogeneidad. En otros estudios, los bajos niveles de 
variación genética encontrada en diferentes especies de hongos se han asociado 
con una distribución geográfica restringida, o en especies que se reproducen 
asexualmente (Urbanelli et al., 2003). 
 
6.5. Regiones ricas en A+T 
 
En este estudio se utilizó este marcador molecular con el fin de observar la 
variación genética del hongo en las diferentes poblaciones de estudio. Sin 
embargo, se encontró que este marcador no permitió definir una estructuración en 
las poblaciones del patógeno en Antioquia (boostrap <54%), encontrándose una 
homogeneidad genética para la mayoría de las poblaciones estudiadas, a 
excepción  de  los aislamientos procedentes de los municipios de Tarazá, Dabeiba, 
Chigorodó y Apartado, los cuales presentaron cierta diversidad. Esto posiblemente 
se debe a procesos de mutación ocurridos en el hongo, (el ADN mitocondrial puede 
acumular mutaciones de 5 a 10 veces más rápidamente que el ADN nuclear), como 
lo reporta Fumagalli et al. (1996), las cuales se podrían asociar con la existencia de 
nuevas generaciones de individuos más virulentos (McDonald and Linde, 2002), 
dato que se puede relacionar con la alta incidencia de la enfermedad encontrada 
en los municipio de Dabeiba y Apartadó  reportados por Maya et al. (2004). 
  
Cabe resaltar que en este estudio se utilizó ADN total el cual fue digerido con la 
enzima HaeIII, los resultados de estas digestiones permitieron observar perfiles de 
bandas con altos pesos moleculares para los aislamientos estudiados. Existen 
algunos reportes que asocian estas bandas de alto peso molecular con ADNmt y 
no con ADN nuclear, como lo reportado por Quirk y Kupinski (2002), quienes 
realizaron comparaciones entre los patrones electroforéticos de ADN nuclear y 
ADN mitocondrial purificado de A. flavus y A. tamarii, mostrando que las bandas de 
alto peso molecular observadas en las digestiones de ADN total con HaeIII fueron 
de origen mitocondrial, resultados que podrían ser congruentes con los 
encontrados en el presente estudio.  
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En cuanto a la poca variación genética encontrada en el resto de municipios 
analizados en este estudio, se sugiere que este hecho éste relacionado con una 
reproducción del hongo en su mayoría de tipo asexual, lo cual se evidencia, ya que 
en estas zonas se está implementando el establecimiento de cultivos clonales para 
una mejor producción. Adicionalmente, la baja variabilidad encontrada puede 
atribuirse a que la molécula de ADNmt es muy sensible a fenómenos como cuellos 
de botella (Rocha-Olivares y Sandoval-Castillo, 2003).  
 
Además, en estas zonas (Apartado, Dabeiba, chigorodo y Taraza) se observa 
mayor diversidad como lo indicó el índice de Shannon, donde probablemente por la 
presión ejercida al hongo por el manejo del cultivo influencio el predominio de 
genotipos mas variables que pudiesen resistir a esta presión, contrario a las otras 
zonas de baja diversidad donde no se está ejerciendo ningún tipo de control y 
predominan los cultivos abandonados por la violencia o por falta de dinero y 
capacitación para el manejo adecuado de estos, encontrándose la presencia de 
diversos genotipos en diferentes frecuencias, no sobresaliendo los individuos mas 
diversos. 
 
De manera general, aunque los patrones observados con AT-ADN en los 
asilamientos analizados sugieren que las poblaciones fueron homogéneas, se pudo 
evidenciar por medio de la caracterización morfológica que estas poblaciones no 
siempre están constituidas por un único clon, otras investigaciones han reportado 
este mismo comportamiento como lo describe Banniza et al. (1999), por 
consiguiente muchas características del hongo podrían estar influenciadas por 
factores ambientales, cambios en el genotipo del hospedero y rotación de prácticas 
agronómicas (Harvey et al., 2000).  Por lo tanto se sugiere soportar la no clonalidad 
de estas poblaciones por medio de otros estudios de anastomosis o tipificación 
molecular.  
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6.6. Discusión general 
 
Los resultados obtenidos con ambos marcadores moleculares mostraron una 
estructuración de las poblaciones en el departamento, lo cual fue corroborado por 
la AMOVA realizada con la unión de los datos de Isoenzimas y regiones ricas en 
A+T, análisis discriminatorio por regiones que permitió definir dos regiones, una 
región norte conformada por los municipios de Apartado, Dabeiba, Chigorodó y 
Taraza, y una región sur con los municipios de Valdivia, Remedios, Maceo, 
Segovia, San Jerónimo, Puerto Berrío, Nariño y Támesis. 
 
La estructura de las poblaciones del hongo en Antioquia en dos zonas geográficas 
norte y sur, podría deberse a barreras de tipo geográfico tales como el rio 
Magdalena y la cordillera central y occidental; las cuales posiblemente están 
causando una restricción del movimiento de esporas entre estas dos zonas. 
 
Las corrientes aéreas, las cuales pueden ser el factor determinante en la 
diseminación de las esporas del hongo y una de las posibles explicaciones para la 
separación de estas dos poblaciones en el departamento, ya que el flujo de aire 
parte del área final de la cordillera occidental y se subdivide en dos, una se dirige a 
Panamá y la otra fluye por la zona norte del departamento y se bifurca, una 
desciende por el rio cauca y la otra por el magdalena medio, volviéndose a 
encontrar en la parte inferior del departamento dirigiéndose al sur del país, esto es 
consistente con la teoría de Phillips (2003) al indicar la introducción del hongo a 
Panamá (Figura 21). 
 Figura 21. Figura del flujo de
mensual las cuales están sobrepuestas a la orografía de
.www.ideam.gov.co) 
 
Las esporas de M. roreri
una edad madura y generalmente permanecen viables hasta por 9 meses 
reteniendo una alta infectividad, pero sobreviven por periodos más cortos o pierden 
infectividad cuando caen al suelo o permanecen en frutos desprendidos en el suelo 
(Evans, 1986).  
 
El hongo es poco depend
cacao, por ejemplo, la humedad externa y la lluvia no juegan un papel vital en la 
dispersión y colonización de frutos y subsecuente esporulación del hongo, ya que 
es capaz de esporular en la mitad de la 
humedad interna del fruto (Evans, 1986).
 
 
 las corrientes de aire en territorio Colombiano 
l país.
 en frutos son resistentes a la irradiación o desecación en 
iente de factores climáticos como otros patógenos de 
época seca, solamente utilizando la 
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a nivel 
 (Ideam, 2001) 
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Por lo tanto, M. roreri presenta una buena adaptación a la dispersión de forma 
aérea en áreas cercanas, ya que a grandes distancias la diseminación se realiza 
por medio del hombre, el cual es capaz de sobrepasar las barreras geográficas y 
se ha identificado como el agente diseminador más importante, particularmente en 
el transporte de frutos aparentemente sanos, los cuales son transportados por los 
agricultores, quienes los llevan a otras regiones en las cuales las condiciones 
climáticas favorecen el desarrollo de la enfermedad y posterior diseminación del 
patógeno (Phillips, 2003), este es un factor importante, el cual podría explicar la 
similitud genética encontrada entre  aislamientos de la zona norte con cepas de la 
zona sur.   
 
Teniendo en cuenta el índice de Shannon por medio del marcador isoenzimas se 
observó una mayor diversidad genética en la zona sur con respecto a la zona norte, 
la diversidad encontrada puede explicarse por la presencia de un mayor número de 
individuos heterocigóticos, lo cual conlleva a procesos de recombinación, principal 
fuente de variabilidad genética.  
 
Caso contrario a lo observado por medio del marcador Regiones ricas en A+T, 
resultados que indicaron que la mayor diversidad se encuentra en la zona norte con 
respecto a la zona Sur, estos resultados podrían explicarse teniendo en cuenta la 
base genética del marcador el cual se basa en procesos de mutación, se podría 
considerar que esta es la fuente de variación, la cual presenta un importante papel 
en la generación de variabilidad genética. Carlile y Watkinson (1994) describen 
como muchos hongos son haploides por una gran parte de su ciclo de vida, por 
ende, alguna mutación comúnmente será expresada, la cual si es benéfica se 
diseminara a través de una población por selección natural.  
  
En vista de la importancia de la enfermedad causada por el hongo M. roreri para el 
cultivo de cacao, las dificultades en el control de esta enfermedad, la variabilidad 
genética detectada en diferentes poblaciones de Antioquia y el peligro inminente de 
diseminación del patógeno en plantaciones de cacao que no presentan aún la 
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enfermedad, se sugiere la adopción de métodos integrados que pueden ayudar a 
minimizar las pérdidas derivadas de la enfermedad, como por ejemplo la 
eliminación de frutos enfermos, aplicación de fungicidas de protección y el uso de 
cultivares resistentes (Franco, 2006). 
 
Por otra parte, se hace necesario aumentar el muestreo a las zonas que propone 
Phillips (2003) con el fin de encontrar el centro de variación de origen del patógeno, 
evaluar otros marcadores moleculares que permitan detectar un mayor número de 
polimorfismos y una caracterización más a fondo de los aislamientos del hongo, 
realizar un estudio del modo de reproducción y hacer la caracterización de las 
poblaciones a través del tiempo.  
 
Simultáneamente, existe la necesidad de desarrollar estudios de patogenicidad con 
cepas (patotipos) que garanticen encontrar la verdadera relación patogénica entre 
M. roreri y el cacao, con el fin de elaborar mapas de la distribución de patotipos de 
M. roreri así como el desarrollo de estrategias de control, ayudando a los 
programas de mejoramiento en la selección de genotipos de cacao con diferentes 
niveles de resistencia en función de la distribución de patógenos en diferentes 
escalas espaciales en las zonas donde la enfermedad está presente. 
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7. CONCLUSIONES 
 
La evaluación de cuatro medios de cultivo para el crecimiento y esporulación de 
aislamientos de M. roreri de Antioquia, indicaron al agar extracto de malta más V8 
como el medio más adecuado, lo que llevó a seleccionarlo como el más indicado 
para los estudios de la caracterización morfológica de aislamientos del hongo en 
Antioquia. 
 
La variabilidad de las poblaciones de M. roreri detectada mediante marcadores 
morfológicos en contraste con la baja diversidad detectada mediante marcadores 
moleculares, indica que al parecer está ocurriendo una interacción genotipo-
ambiente muy marcada en la población del patógeno en Antioquia.   
 
La diseminación del hongo en el departamento de Antioquia parece estar 
relacionada con la dispersión de frutos infectados de cacao en gran parte por el 
movimiento de estos por el hombre más que por una dispersión del hongo de 
manera natural. 
 
La variabilidad genética encontrada a través del marcador molecular A-T ADN 
permitió diferenciar distintos aislamientos en los municipios de Apartadó, Tarazá y 
Dabeiba, los cuales presentaron perfiles de restricción diferentes al resto de los 
aislamientos analizados, lo que puede indicar posiblemente que éstos representan 
nuevas variantes de M. roreri, las cuales podrían estar desempeñando un papel 
importante en la epidemiología de la enfermedad. 
 
A pesar de que el establecimiento del patógeno en los cultivos de cacao en 
Antioquia se ha visto favorecida por una forma de reproducción de tipo asexual, los 
resultados encontrados con un marcador codominante como la isoenzimas, pueden 
ser asociados a un estado diploide en M. roreri, con una fase meiotica y procesos 
de recombinación. Esto resultados constituyen un aporte importante para la 
biología de este patógeno y merece ser estudiado más a fondo a fin de comprobar 
su existencia en las zonas en las cuales parece estar presente. 
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9. Anexos 
Anexo 1. Identificación de aislamientos de M. roreri procedentes de frutos de cacao 
de 12 municipios del departamento de Antioquia, sitio de origen y tipo de cacao 
fuente de cada aislamiento 
 
Código 
cepa 
Municipio Veredas Tipo cacao 
004A Apartadó El Guineo trinitarios 
005A Apartadó El Guineo trinitarios 
006A Apartadó El Guineo trinitarios 
008A Apartadó El Guineo Amelonado 
010A1 Apartadó El Guineo Amelonado 
010A2 Apartadó El Guineo Amelonado 
011A Apartadó El Guineo Amelonado 
012A1 Apartadó El Guineo Angoleta 
012A2 Apartadó El Guineo Angoleta 
014A Apartadó El Guineo Angoleta 
015A Apartadó El Guineo Angoleta 
016A Apartadó El Guineo Amelonado 
017A Apartadó El Guineo Amelonado 
018A1 Apartadó El Guineo Amelonado 
018A2 Apartadó El Guineo Amelonado 
019A Apartadó El Guineo Amelonado 
020A Apartadó El Osito Angoleta 
021A1 Apartadó El Osito Angoleta 
021A2 Apartadó El Osito Angoleta 
022A Apartadó El Osito Angoleta 
023A1 Apartadó El Osito Angoleta 
023A2 Apartadó El Osito Angoleta 
024A1 Apartadó El Osito Angoleta 
024A2 Apartadó El Osito Angoleta 
025A Apartadó El Osito Angoleta 
026A Apartadó El Osito Angoleta 
027A1 Apartadó El Osito Angoleta 
027A2 Apartadó El Osito Angoleta 
028D Dabeiba Carra Amelonado 
029D Dabeiba Carra Trinitario 
030D1 Dabeiba Carra Trinitario 
030D2 Dabeiba Carra Trinitario 
031D Dabeiba Carra Trinitario 
032D Dabeiba Carra Trinitario 
033D Dabeiba Carra Trinitario 
034D1 Dabeiba Carra Trinitario 
034D2 Dabeiba Carra Trinitario 
035D Dabeiba Carra Amelonado 
036D Dabeiba Carra Amelonado 
037D Dabeiba Carra Amelonado 
038D Dabeiba Carra Amelonado 
039D Dabeiba Carra Trinitario 
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Código 
cepa 
Municipio Veredas Tipo cacao 
041D Dabeiba Carra Trinitario 
042D Dabeiba Carra Trinitario 
043D Dabeiba Carra Trinitario 
044D Dabeiba Carra Trinitario 
045D Dabeiba Carra Trinitario 
046D Dabeiba Carra Amelonado 
047D Dabeiba Carra Trinitario 
048D Dabeiba Carra Trinitario 
049D Dabeiba Carra Trinitario 
050D1 Dabeiba Carra Trinitario 
050D2 Dabeiba Carra Trinitario 
051D Dabeiba Carra Trinitario 
052R Remedios El Retiro Amazónico 
053R Remedios El Retiro Amazónico 
054R Remedios El Retiro Amazónico 
056R Remedios El Retiro No Amazónico 
060R Remedios Corregimiento Santa Isabel Amazónico 
061R Remedios Corregimiento Santa Isabel Amazónico 
062R1 Remedios Corregimiento Santa Isabel Amazónico 
062R2 Remedios Corregimiento Santa Isabel Amazónico 
064R Remedios Corregimiento Santa Isabel No Amazónico 
065R Remedios Corregimiento Santa Isabel No Amazónico 
066R Remedios Corregimiento Santa Isabel No Amazónico 
067R1 Remedios Corregimiento Santa Isabel No Amazónico 
067R2 Remedios Corregimiento Santa Isabel No Amazónico 
068SE Segovia El Hueso Amazónico 
069SE Segovia El Hueso Amazónico 
071SE Segovia El Hueso Amazónico 
073SE Segovia El Hueso No Amazónico 
268(1)SE Segovia Quebradona Amazónico 
268(2)SE Segovia Quebradona Amazónico 
268(3)SE Segovia Quebradona Amazónico 
70SE Segovia Quebradona Amazónico 
72SE Segovia Quebradona Amazónico 
275SE Segovia Quebradona No Amazónico 
261SE Segovia Quebradona Amazónico 
276SE Segovia Quebradona Amazónico 
269(1)SE Segovia Quebradona No Amazónico 
269(2)SE Segovia Quebradona Amazónico 
273SE Segovia Quebradona Amazónico 
076M Maceo La Unión  Cundeamor 
077M Maceo La Unión Angoleta 
078M Maceo La Unión Angoleta 
079M1 Maceo La Unión Angoleta 
079M2 Maceo La Unión Angoleta 
081M1 Maceo La Unión Amelonado 
081M2 Maceo La Unión Amelonado 
082M Maceo La Unión Cundeamor 
083M Maceo La Unión Cundeamor 
084M Maceo La Unión Cundeamor 
085M Maceo La Unión Angoleta 
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Municipio Veredas Tipo cacao 
086M1 Maceo La Unión Cundeamor 
086M2 Maceo La Unión Cundeamor 
087M Maceo La Unión Amelonado 
088M Maceo La Unión Amelonado 
089M1 Maceo La Unión Cundeamor 
089M2 Maceo La Unión Cundeamor 
090M Maceo G. sol Angoleta 
092M Maceo G. sol Angoleta 
093M Maceo G. sol Angoleta 
094M Maceo G. sol Angoleta 
096M1 Maceo G. sol Amelonado 
096M2 Maceo G. sol Amelonado 
097M Maceo G. sol Amelonado 
098P Puerto Berrío Carlota Angoleta 
099P Puerto Berrío Carlota Angoleta 
100P Puerto Berrío Carlota Angoleta 
101P Puerto Berrío Carlota Angoleta 
102P Puerto Berrío Carlota Angoleta 
103P Puerto Berrío Carlota Amelonado 
105P Puerto Berrío Carlota Amelonado 
106P Puerto Berrío Alto B. Aires Amelonado 
107P Puerto Berrío Alto B. Aires Amelonado 
109P Puerto Berrío Alto B. Aires Amelonado 
111P Puerto Berrío Alto B. Aires Cundeamor 
112P Puerto Berrío Alto B. Aires Cundeamor 
115P Puerto Berrío Alto B. Aires Amelonado 
116P Puerto Berrío Alto B. Aires Amelonado 
117P Puerto Berrío Alto B. Aires Amelonado 
118P Puerto Berrío Alto B. Aires Amelonado 
121P Puerto Berrío Alto B. Aires Cundeamor 
104(1)P Puerto Berrío Alto B. Aires Forastero 
108P Puerto Berrío Alto B. Aires Forastero 
110(2)P Puerto Berrío Alto B. Aires Forastero 
113(2)P Puerto Berrío Alto B. Aires Forastero 
120P Puerto Berrío Alto B. Aires Forastero 
122N Nariño Nechi trinitarios 
123N Nariño Nechi trinitarios 
124N Nariño Nechi trinitarios 
128N Nariño Nechi trinitarios 
134N Nariño Nechi trinitarios 
135N Nariño Nechi trinitarios 
137N Nariño Nechi trinitarios 
141N Nariño Nechi trinitarios 
143N Nariño Nechi trinitarios 
144N Nariño Nechi trinitarios 
125N Nariño Nechi trinitarios 
126(1)N Nariño Nechi trinitarios 
126(2)N Nariño Nechi trinitarios 
127N Nariño Nechi trinitarios 
129(1)N Nariño Nechi trinitarios 
129(2)N Nariño Nechi trinitarios 
Anexo 1. Continuación. 
 114
Código 
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Municipio Veredas Tipo cacao 
130N Nariño Nechi trinitarios 
131N Nariño Nechi trinitarios 
132N Nariño Nechi trinitarios 
136N Nariño Nechi trinitarios 
146T1 Támesis El silencio trinitarios 
146T2 Támesis El silencio trinitarios 
147T Támesis El silencio trinitarios 
148T Támesis El silencio trinitarios 
149T Támesis El silencio trinitarios 
151T Támesis El silencio trinitarios 
152T1 Támesis El silencio trinitarios 
152T2 Támesis El silencio trinitarios 
153T Támesis El silencio trinitarios 
150T Támesis El silencio Forastero 
235T Támesis El silencio Forastero 
236T Támesis El silencio Forastero 
237T Támesis El silencio Forastero 
238T Támesis El silencio Forastero 
239T Támesis El silencio Forastero 
240T Támesis El zabor Trinitario 
243T Támesis El zabor Trinitario 
245T Támesis El zabor Trinitario 
246(1)T Támesis El zabor Trinitario 
246(2)T Támesis El zabor Trinitario 
154Ta Tarazá Acacias trinitarios 
155Ta Tarazá Acacias trinitarios 
156Ta Tarazá Acacias trinitarios 
157Ta Tarazá Acacias trinitarios 
158Ta Tarazá Acacias trinitarios 
159Ta Tarazá Acacias trinitarios 
160Ta Tarazá Acacias trinitarios 
161Ta Tarazá Acacias trinitarios 
163Ta Tarazá Acacias trinitarios 
168Ta1 Tarazá Acacias Amelonado 
168Ta2 Tarazá Acacias Amelonado 
169Ta Tarazá Acacias Trinitario 
170Ta Tarazá Acacias Amelonado 
171Ta Tarazá Acacias Trinitarios 
172Ta Tarazá Acacias Trinitario 
002SJ San Jerónimo El Rincón  Clones 
003SJ San Jerónimo El Rincón Clones 
174SJ San Jerónimo El Rincón Clones 
175SJ San Jerónimo El Rincón Clones 
179SJ San Jerónimo El Rincón Clones 
183SJ San Jerónimo El Rincón Clones 
185SJ San Jerónimo El Rincón Clones 
1SJ San Jerónimo El Rincón Clones 
176SJ San Jerónimo El Rincón Clones 
177SJ San Jerónimo El Rincón Clones 
180SJ San Jerónimo El Rincón Clones 
181SJ San Jerónimo El Rincón Clones 
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Municipio Veredas Tipo cacao 
182(1)SJ San Jerónimo El Rincón Clones 
182(2)SJ San Jerónimo El Rincón Clones 
184SJ San Jerónimo El Rincón Clones 
186SJ San Jerónimo El Rincón Clones 
187(1)SJ San Jerónimo El Rincón Clones 
187(2)SJ San Jerónimo El Rincón Clones 
247SJ San Jerónimo El Rincón Clones 
250SJ San Jerónimo El Rincón Clones 
188V Valdivia La Habana Trinitario 
195V Valdivia La Habana Amelonado 
197V Valdivia La Habana Amelonado 
200V Valdivia La Habana Trinitario 
202V Valdivia La Habana Trinitario 
203V Valdivia La Habana Trinitario 
206V Valdivia La Habana Trinitario 
207V Valdivia La Habana Trinitario 
209V Valdivia La Habana Amelonado 
189V Valdivia La Habana Trinitario 
191V Valdivia La Habana Trinitario 
196V Valdivia La Habana Trinitario 
198V Valdivia La Habana Trinitario 
201(1)V Valdivia La Habana Trinitario 
201(2)V Valdivia La Habana Trinitario 
251V Valdivia La Habana Trinitario 
252V Valdivia La Habana Trinitario 
253V Valdivia La Habana Trinitario 
257(1)V Valdivia La Habana Trinitario 
257(2)V Valdivia La Habana Trinitario 
210C Chigorodó Belencito Trinitario 
212C Chigorodó Belencito Trinitario 
213C Chigorodó Belencito Trinitario 
214C Chigorodó Belencito Trinitario 
217C Chigorodó Belencito Trinitario 
219C Chigorodó Belencito Trinitario 
220C Chigorodó Belencito Amelonado 
226(2)C Chigorodó El Venado Trinitario 
226(3)C Chigorodó El Venado Trinitario 
282(1)C Chigorodó El Venado Trinitario 
282(2)C Chigorodó El Venado Trinitario 
222C Chigorodó El Venado Trinitario 
280C Chigorodó El Venado Trinitario 
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